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RESUMO

A palma forrageira (Opuntia spp.), que tem como centro de origem o México é o foco
desse estudo que tem como objetivo realizar a caracterizacdo da diversidade desse importante
recurso genético que € essencial para a sustentabilidade do semiérido brasileiro, com a
finalidade de munir de informacdes o Banco Ativo de Germoplasma para o melhoramento
desses acessos, visando atingir as melhores caracteristicas agrondmicas com relacdo
resisténcia a cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae). Ao analisar a diversidade
genética de 25 acessos das espécies: Opuntia atropes Rose, O. cochenillifera (L.) Salm Dyck
subgénero Nopalea, O. robusta var. larreyi (F.A.C. Weber) Bravo, O. robusta Wendl., O.
stricta Haw, O. undulata Griffiths e O. joconostle por meio de caracteres moleculares,
utilizando os primers ISSR - 807, ISSR - 808, ISSR — 809, ISSR — 810, ISSR — 811, ISSR —
818, ISSR — 825, ISSR — 827, ISSR — 834, ISSR — 840, ISSR — 841, ISSR — 842 E ISSR —
868 com uma temperatura de anelamento de 50°, que amplificaram 1091 bandas, das quais
125 foram polimoérficas e 14 monomorficas. Os fragmentos obtidos foram convertidos em
uma matriz binéria e a partir dessa matriz foi possivel estabelecer a dissimilaridade genética
entre os individuos. Essa técnica molecular mostrou-se eficiente para estimar que entre as
espécies, 0s acessos 37 x 14 e 37 x 76 das espécies O. cochenilifera e O. atropes,
respectivamente, sdo os mais indicados como potenciais genitores, ja que tém dissimilaridade
igual a 1 e tem mesmo nivel de ploidia, 2n=2x=22; e dentro das espécies, 0s acessos 13 x 14,
75 x 76 e 76 x 85 da espécie O. atropes, e da espécie O. cochenillifera, os acessos 37 x 42,
com indice de divergéncia 1, sdo os mais indicados como potenciais genitores para 0
programa de melhoramento de Opuntia spp. Sobre o acesso 82 (O. joconostle) a analise
molecular corrobora com a andlise fenotipica e citoldgica de que este acesso, na verdade
pertence a espécie O. stricta, devida a sua similaridade com acessos desse grupo,
principalmente o acesso 75. O Coeficiente de Correlagdo Cofenética (CCC) para o
agrupamento de Tocher foi de 0,884** enquanto que a o Coeficiente de Correlacdo
Cofenética obtido na analise de cluster foi 0,95***, evidenciando maior consisténcia no
agrupamento hierarquico usando os critérios de Ward.

Palavras-chave: diversidade genética; recursos genéticos; melhoramento genético; Opuntia
spp.; marcador ISSR.



ABSTRACT

The forage cactus (Opuntia spp.), which has Mexico as its center of origin, is the focus of this
study, which aims to characterize the diversity of this important genetic resource that is
essential for the sustainability of the Brazilian semiarid region, in order to provide the Active
Germplasm Bank for the improvement of these accessions, aiming at achieving the best
agronomic characteristics in relation to resistance to cochineal carmine (Dactylopius
opuntiae). By analyzing the genetic diversity of 25 accessions of the species: Opuntia atropes
Rose, O. cochenillifera (L.) Salm Dyck subgenus Nopalea, O. robusta var. larreyi (FAC
Weber) Bravo, O. robusta Wendl., O. stricta Haw, O. undulata Griffiths and O. joconostle
through molecular characters, using primers ISSR - 807, ISSR - 808, ISSR - 809, ISSR - 810,
ISSR - 811, ISSR - 818, ISSR - 825, ISSR - 827, ISSR - 834, ISSR - 840, ISSR - 841, ISSR -
842 AND ISSR - 868 with an annealing temperature of 50°, which amplified 1091 bands, of
which 125 were polymorphic and 14 monomorphic. The obtained fragments were converted
into a binary matrix and from this matrix it was possible to establish the genetic dissimilarity
between individuals. This molecular technique proved to be efficient to estimate that among
species, the 37 x 14 and 37 x 76 accessions of the species O. cochenilifera and O. atropes,
respectively, are the most indicated as potential parents, as they have dissimilarity equal to 1
and has the same ploidy level, 2n=2x=22; and within the species, the accessions 13 x 14, 75 X
76 and 76 x 85 of the species O. atropes, and of the species O. cochenillifera, the accessions
37 x 42, with a divergence index of 1, are the most indicated as potential parents for the
breeding program of Opuntia spp. Regarding accession 82 (O. joconostle), the molecular
analysis corroborates the phenotypic and cytological analysis that this access actually belongs
to the species O. stricta, due to its similarity with accessions in this group, mainly accession
75. The Coefficient of Cophenetic Correlation (CCC) for the Tocher cluster was 0.884**
while the Cophenetic Correlation Coefficient obtained in the cluster analysis was 0.95***,
showing greater consistency in the hierarchical cluster using Ward's criteria.

Keywords: genetic diversity; genetic resources; genetic improvement; Opuntia spp.; ISSR
marker.
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INTRODUCAO

Entre as angiospermas, a Cactaceae € uma das mais distintas e bem-sucedidas familias
de plantas do Novo Mundo, com 1600 espécies, dentre estas o0 género Opuntia Miller contem
mais de 200 espécies, ocorrendo desde a Canada a Patagbnia, sendo o México o centro de
diversidade mais importante com 669 espécies e 244 subespécies (REYES-AGUERO et al.,
2006). Possui varios subgéneros ou se¢Bes correspondentes aos principais; varias espécies sao
cultivadas para obter forragem ou frutas comestiveis (BARTHLOTT, et al., 1993). O género
Opuntia, recebeu esse nome devido a sua semelhan¢a com uma planta espinhosa que crescia
na cidade de Opus, Grécia. Nessa familia, existem 178 géneros com cerca de 2.000 espécies
conhecidas (REYES-AGUERO,; et al., 2006). Todavia nos géneros Opuntia e Nopalea, estdo
presentes as espécies de palma mais utilizadas como forrageiras (GOIS; RIBEIRO, 2016).

O Brasil tinha em torno de 600 mil hectares de palma forrageira cultivada no Nordeste
Brasileiro, contudo, com a ocorréncia da Cochonilha-do-carmim (Dactylopius opuntiae), essa
area foi drasticamente reduzida (NOGUEIRA FERRAZ et al., 2003), até que no ultimo censo
agropecuario, no Brasil, a area colhida de palma forrageira (Opuntia spp.) foi de 126.925 ha,
no Estado da Paraiba foram colhidos apenas 13.750 ha (IBGE, 2017), o que representou algo
em torno de 11% da producdo nacional. No semidrido brasileiro, o cultivo intensivo da palma
para alimentacdo animal ja é empregado pelos agricultores e o interesse por outros modos de
sua utilizacdo vem sendo paulatinamente despertado (SENAR, 2013).

Com base nesses dados, a SUDENE elaborou um mapa da distribuicéo, por Estado dentro
da sua area de atuacdo, do nimero de estabelecimentos agropecuarios produtores de palma
forrageira, totalizando 125.725 propriedades, o que demonstra a importancia e a
potencialidade dessa cultura para a pecudria do semiarido brasileiro (SUDENE; INSA, 2020).

No seu mapa de zoneamento de aptiddo climatica da cultura da palma forrageira
(Opuntia spp.) para o Estado da Paraiba, (SOUZA et al., 2018b) constata-se que a
mesorregido da Borborema é propicia ao cultivo desta cactacea (Figura 1), devido a suas
condi¢des de climéticas.



13

6°S

6.5°S

(l\’

o 7°S1"

-

£

S

7.5°S7] -
-.-\pudio plena
8°S
- Aptidio com restngdes
- [
T T T ] T T T T

38.5°W 38°W 37.5°W 37°W 36.5°W 36°W 35.5°W  35°W
Longitude (%)

Figura 1. Mapa do zoneamento de aptiddo climatica da cultura da palma forrageira (Opuntia
sp.) para o Estado da Paraiba.

Variedades de palma forrageira (Opuntia spp.), com boas caracteristicas agronémicas,
resistentes a cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae) e de escama, com boa
palatabilidade e rica em proteinas, sdo alguns atributos desejaveis. Para tanto, é necessario
desenvolver metodologias de caracterizacdo agronémica, bromatélogica, citogenética e
molecular para essas cactaceas, que permitam avaliar a diversidade genética e definir
estratégias de manejo e/ou melhoramento genético. Neste sentido, SALEM et al., (2020)
afirmam que marcadores genéticos de &cidos nucléicos, cuja expressdo independe do
ambiente, podem ser utilizados para caracterizar populacGes e avaliar sua diversidade genética
em niveis intra e interpopulacionais.

Recentemente, marcadores ISSR (inter single sequence repeats), foram usados para
avaliar a variabilidade genética de populacGes e orientar programas de manejo na tentativa de
impedir a extin¢do de espécies de cactdceas (DOMINGUES et al., 2017). O marcador ISSR é
baseado na reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) (AMARAL et al., 2020).

No entanto, ainda ha um déficit de informacdes sobre os cactos, principalmente estudos
envolvendo a diversidade genética de populacBes naturais da espécie, que poderiam,
posteriormente, fornecer subsidios para melhoramento genético, programas conservacionistas
e formacdo de bancos de germoplasma. Nesse contexto, estudos com diversidade genética
podem elucidar eventos ao longo da histéria de vida e caracteristicas ecoldgicas que podem
ajudar a identificar grupos de populacGes vulneraveis aos fatores responsaveis pela erosdo da
diversidade genética (BARBOSA et al., 2020).

Diversas estratégias vém sendo empregadas para ampliar o conhecimento sobre os
acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Palma Forrageira do INSA, e uma delas é
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a biologia molecular, que por meio de marcadores de DNA pretende analisar o grau de
variacdo genética e sua distribuicdo entre as diferentes espécies do BAG. O uso de
marcadores moleculares nesse tipo de estudo é bastante difundido, devido a sua relativa
simplicidade e a necessidade de pequenas quantidades de DNA da amostra.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos avaliar a diversidade genética de 25
acessos do BAG INSA entre e dentro das espécies de palma forrageira (Opuntia spp.), com
base em 19 marcadores moleculares ISSR, indicar potenciais genitores para cruzamentos no
programa de melhoramento de palma com aptiddo forrageira, e ainda desenvolver
metodologias de caracterizagdo molecular tais como, propor protocolos de extracdo de DNA e
analises de PCR com uso da eletroforese.
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REFERENCIAL TEORICO

Caracterizacdo Botanica

O género Opuntia é angiosperma Eudicotiledonea e € membro da familia de plantas

suculentas Cactaceae (POTTIER-ALAPETITE, 1981; SHETTY et al., 2012; AMANI et al.,
2019), incluem aproximadamente 130 géneros com 1600 espécies de acordo com GIBSON,
A. C. (1986) e BARTHLOTT et al.(1993).
Segundo NOBEL (2002), a palma forrageira Opuntia spp. pertence a familia Cactaceae e a
subfamilia Opuntioideae, aonde sdo definidas suas sinapomorfias estruturais, tais como: (1) as
aréolas tém gloquidios, isto €, espinhos de folhas caducas muito curtas e finas que tém farpas
retrorsas e s@o facilmente desalojadas; (BAILEY IRVING W. 1963; GIBSON, A. C., 1986);
(2) cada célula que compreende a camada cortical externa do caule possui uma grande drusa,
isto é, um cristal agregado de oxalato de célcio (BAILEY. 1963; GIBSON, 1986); (3) os
grdos de pdlen sdo poliporatos e possuem caracteristicas microscopicas de exina peculiares
(LEUENBERGER, 1975); (4) a semente € circundada por um envelope funicular,
freqlentemente descrito como sendo um arilo (LEUENBERGER, 1975); e (5) traqueideos
especiais que ocorrem no xilema secundéario (traqueideos de banda larga) (MAUSETH,
1993); e traqueideos vasculares que possuem apenas espessamentos anulares secundarios
(IRVING , 1963; BAILEY, 1966; GIBSON, 1977; e GIBSON, 1978). Além destas, existem
outras caracteristicas que podem distinguir esse grupo de plantas, porém ndo sdo verdadeiras
sinapomorfias, j& que isto significa, partilha de caracteristica derivada de uma especie
ancestral comum por organismos de grupos taxondmicos diferentes.

Com relagdo a reproducgdo, segundo (REYES-AGUERO et al., 2006), existem nas
especies de Opuntia, sistemas de cruzamentos mistos, nos quais 0s niveis de autogamia e
xenogamia mudam durante a época de floragdo ou de um local para outro. Ele cita como
exemplo que em um local, a autopolinizagéo foi registrada em 61,1% de uma populacéo de O.
retrorsa (do Chaco argentino), enquanto 67% das plantas em outro local apresentaram
polinizacdo cruzada ( BIANCHI, et al., 2000; BIANCHI, et al., 2017).

Ja a respeito das condi¢es ideais para florescimento, INGLESE et al. (1995) afirmam
que as primeiras investigacOes feitas por ALFONSO-SPAGNA (1884) dizem que as

temperaturas diarias inferiores a 20°C evitam o reflorescimento da palma forrageira, isto
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porque ha a inducéo pela remocéo do fluxo de primavera das flores e cladddios (INGLESE et
al., 1995).

Com relacdo aos cladodios da palma forrageira (Opuntia spp.), estes sdo largamente
utilizados como forragem, servindo como fonte alimentar para os rebanhos, principalmente
nas regides aridas. MULAS e DESSENA (2019) identificaram que sua composi¢cdo quimica
tem potencial para a nutricdo animal. No entanto, levando em consideracdo o baixo teor de
nitrogénio, quando usado com essa finalidade, a biomassa do cladodio deve ser integrada a
alimentos com alto teor de nitrogénio. Devido ao alto teor de Ca e K, o fruto também pode ser
usado como suplemento alimentar desses elementos, mesmo que a maior parte do Ca nao
esteja disponivel.

Em contribuicdo ao meio ambiente, devido ao seu metabolismo especifico do &cido
crassulaceo (CAM), o cacto ndo so é capaz de resistir a seca, mas também ajuda a restaurar as
coberturas vegetativas do solo e converte &gua em matéria seca com mais eficiéncia do que
outras espécies de plantas aridas. Por esta razdo, de 700.000 a 1 milhdo de hectares foram
plantados nos Gltimos 50 anos no Norte da Africa (BENDHIFI et al., 2013).

Centro de Origem

Segundo Gois e Ribeiro (2016), o género Opuntia tem o0 México como seu provavel
centro de origem (VALDEZ, 1994), ja que segundo KIESLING (1998), evidéncias apontam
que a sua domesticacdo ocorreu ha pelo menos 9000 anos, através das espécies ancestrais
desse pais. Também pelo fato de existir um grande nimero de espécies em suas terras.

KYRIACOU et al. (2016), afirmaram que embora a diversidade genética expansiva em
Opuntia seja encontrada nos paises da Ameérica do Sul, principalmente no México, a
introducdo dessas espécies frutiferas no Velho Mundo, ocorreu possivelmente no século 16, e
h& muito fornece uma base genética naturalizada para o ressurgimento e valorizagdo dessa
cultura no sul da Europa nas Ultimas duas décadas (PIGA et al., 2003; ALLEGRA et al.,
2015).

O que corrobora com GRIFFITH (2004) que fala sobre uma prevalente propagacao
clonal de Opuntia pela populagdo humana inicial do Novo Mundo, aonde ocorreu a presenca
dessas plantas ainda na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, Africa do Sul, india, Tailandia

e Australia (LORD et al., 1919). Acredita-se que a prevaléncia clonal casual da Opuntia, em
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algumas regides se da devido a sua evidente predisposicdo na propagacdo vegetativa
(GRANT; GRANT, 1971; MANDUJANO et al., 1996), o0 que chega até a caracteriza-la
como uma planta daninha nociva em determinadas localidades (DODD, 1936; NOBEL,
1994).

Para GRIFFITH (2004), a espécie O. ficus-indica era provavelmente distinta no
comeco do século 16 (DONKIN, 1977; CASAS; BARBERA, GIUSEPPE, 2002). As plantas
também foram registradas no cultivo em Tlaxcala, México, em 1519 (Diaz del Castillo, 1632
em IDELL, 1957). Os frutos e rebentos de Opuntia ficus-indica também foram consumidos
pelos Maias do sudeste do México (COE, 1994). Ha indicios da utilizacdo de O. ficus-indica
pelos Nazca do Peru, colocando essas plantas na América do Sul em um periodo remoto da
sua histéria (SEJURO NANETTI, 1990).

Importancia Econémica

Existem evidéncias do uso de Opuntia como alimento humano pelo menos ha 9.000
anos (KIESLING, 1998; GRIFFITH, 2004). Além da alimentacdo humana (frutas frescas e
secas, sucos, etc.) e animal (forragem). A palma forrageira possui um vasto potencial para
usos diversos, tais como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis, cosméticos,
adesivos, colas, corantes, antitranspirantes, além de usos medicinais (SOUZA et al., 2018).
Atualmente, também tem sido largamente utilizada como planta ornamental.

E importante ressaltar seu uso para a producdo do corante de cochonilha, um produto
secundario da Opuntia, em homenagem aos Astecas, conforme estd desenhado no Codex
Mendoza, folio 44r, Biblioteca Bodleiana, Oxford University, Oxford, Reino Unido, ilustrado
no trabalho de GRIFFITH (2004), que ainda cita que se a produgéo de corante de cochonilha
foi um forte motivador econémico para o cultivo no mediterraneo, provavelmente também
influenciou fortemente a distribuicdo pré-colombiana. Este corante foi extremamente valioso
para os europeus do inicio do século 16 ao final do século 19, e sua demanda influenciou
fortemente a distribuicdo das plantacdes de O. ficus-indica na Sicilia, nas Ilhas Canarias e no
Norte da Africa (DONKIN, 1977).

No Nordeste brasileiro o uso de plantas adaptadas, como a palma forrageira, para
compor a dieta animal é uma importante alternativa alimentar para criacdo de ruminantes na

regido semiarida sem perda do desempenho animal (ROCHA, 2012).
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Na Paraiba, cultivos bem conduzidos de palma forrageira produzem uma biomassa
superior a 150 toneladas de matéria verde/ha/ano (ou 15 toneladas de matéria seca/ha/ano),
desde que se associem praticas agrondémicas adequadas e variedades de elevado potencial
produtivo (LUIZ; VIEIRA, 2006).

Marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat — Inter Repeticdes de
Sequéncia Simples)

Os ISSR, assim como diversos tipos de marcadores moleculares, sdo amplamente
empregados em estudos de caracterizacao, tanto para aplicacfes filogenéticas e evolutivas,
quanto para fins préaticos de conservacdo genética de espécies, fornecem informacGes
relevantes a pesquisa cientifica (SOUZA, 2015). Foram desenvolvidos devido a necessidade
de explorar repeticbes de microssatélites sem a necessidade do conhecimento prévio do
sequenciamento do DNA da espécie-alvo e embora sejam marcadores dominantes
(ZIETKIEWICZ et al., 1994)., tém a vantagem de analisar loci multiplos em uma Unica
reacdo (GOULAO; OLIVEIRA, 2001). S&o largamente aplicados por possuirem uma
metodologia acessivel, agil, competente, relativamente facil de reproduzir e gerar altos indices
de polimorfismo (REDDY et al., 2002; COSTA, 2010). A sua deteccdo requer o uso de
poucos equipamentos e ainda é capaz de fornecer grande numero de dados a um custo
razoavel (WOLFE, 2005).

Nessa técnica um Unico primer composto por uma sequéncia do microssatélite
usualmente de 16-25bp de comprimento é utilizado para amplificar principalmente as
sequéncias Inter-SSR de diferentes tamanhos. Estes primers podem estar desancorados ou
usualmente ancorados na extremidade 5’ ou 3 por 1 a 4 bases degeneradas. Os alelos
polimorficos ocorrem sempre que em um genoma esteja faltando a seqiiéncia repetida ou tém
uma delecdo ou uma inser¢do que modifica a distancia entre as repeticdes. Para os primers
ancorados na posicdo 5°, polimorfismos ocorrem também devido as diferencas no
comprimento do microssatelite. As sequiéncias de repeticdes e de nucleotideos ancorados sdo
selecionadas aleatoriamente (COSTA, 2010).

E considerado um marcador semi-arbitrario, baseado no principio da técnica de PCR,
que envolve amplificacdes de segmentos de DNA, em presenca de primers complementares
(DE SOUZA et al., 2005). Os primers ISSR sdo mais robustos que os primers RAPD, pois
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apresentam maior superficie de ancoragem e possuem maiores temperaturas de anelamento,
aumentando a reprodutibilidade dos produtos. O meétodo fornece resultados altamente
reprodutiveis e gera abundante polimorfismo em muitos sistemas. A maioria das aplicacoes
tem usado eletroforese no gel de Agarose ou de poliacrilamida (LIU; WENDEL, 2001)

Essa técnica foi utilizada em varios espécies de cultivares de diversos grupos
taxonémicos, tais como, algoddo, aonde LIU & WENDEL, (2001) pesquisaram oS
polimorfismos dos ISSR como sistema de marcadores genéticos; ja4 GOULAO; OLIVEIRA
(2001) realizaram estudo sobre a caracterizacdo molecular de cultivares de maca (Malus x
doméstica Borkh.); OZTURK; CEKIC (2018) estudaram a relagdo genética entre algumas
cultivares de morango e a populacdo F1 derivada dessas cultivares; Engquanto que, a
diversidade genética de cultivares locais de milho (Zea mays) de South Amarasi, distrito de
Kupang, na Indonésia, foi descrita no trabalho de USLAN; JANNAH (2020).

SINGH et al. (2021) realizaram a coleta e caracterizacao de pools de genes de banana
(Musa spp.) Em Manipur (N.E. india) usando além dos ISSR, os marcadores PCR-RFLP e
RAPD; Nesse mesmo ano ainda ocorreram o0s seguintes estudos: Diversidade genética de
uma colecdo global de recursos genéticos de milho em relacdo as atribuicfes de suas
subespécies, origem geografica e tolerancia a seca (SOLIMAN et al., 2021); Caracterizacdo
fenotipica e molecular do germoplasma de Capsicum brasileiro (BRILHANTE et al., 2021); e
a diversidade genética e caracteristicas dos frutos de novos gendtipos de morango hibrido
superior (Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier) no trabalho feito por SARIDAS et al.
(2021).

Em cactaceas, é possivel citar o uso dos marcadores ISSR sendo utilizados, entre
outros, para investigar a estrutura genética populacional de um cacto colunar polinizado por
morcego amplamente difundido com o objetivo de analisar a variagcdo genética dentro e entre
as oito populacdes largamente separadas de S. thurberi em Sonora, México (BUSTAMANTE
et al., 2016); como também para o estudo da conservacéo in vitro e diversidade genética de
espécies ameacadas de Melocactus (Cactaceae) na Bahia, feito por TORRES-SILVA et al.
(2021) e ainda para distinguir trés espécies de Pitayas (Hylocereus spp.) cultivadas nas llhas
Andaman e Nicobar, da India usando além dos tracos moleculares, os morfologicos e
bioquimicos (ABIRAMI et al., 2021).
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Uso de marcadores moleculares na caracterizagéo de Palma forrageira (Opuntia spp.).

Nos ultimos 10 anos, a analise molecular vem contribuindo significativamente para 0s
mais variados objetivos na pesquisa de Opuntia. O trabalho mais recente utilizando
marcadores ISSR (do inglés, Inter Single Sequence Repeats) nessa espécie foi o estudo de
cinco espécies para a sintese de AuNPs nos xaropes de cactos, aonde para sintetizar as
nanoparticulas de ouro (AuNPSs), explorou-se o potencial de reducdo e capeamento de cinco
espécies de cactos ricas em polifendlicos, com base nas caracteristicas de AuNPs sintetizadas,
como concentracdo, pH, temperatura e tempo de sintese (SOLTANI et al., 2021).

O uso de marcadores IRAP para detectar eventos de integracdo de retrotransposon em
Opuntia e comparar polimorfismos IRAP e ISSR foi pesquisado por VALADEZ-
MOCTEZUMA et al. (2019). JA BEZERRA (2018) avaliou a diversidade genética entre sete
individuos de palma forrageira, com diferentes graus de resisténcia ao Dactylopius opuntiae,
usando os marcadores ITS, RAPD e ISSR; nesse mesmo ano foi realizado ainda um estudo
por GARCIA-MORALES et al. (2018) sobre a Influéncia da dispersio de frutos na
diversidade genotipica e taxas de migracdo de um cacto clonal do deserto de Chihuahuan
aonde utilizaram os gen6tipos multilocus (marcadores ISSR) de todos os individuos em 10
aglomerados por populacdo com origem reprodutiva conhecida (sexual ou clonal).

A diversidade genética da colecdo de figos da Barbaria (Opuntia ficus-indica) na
Grécia com marcadores moleculares ISSR foi analisada por GANOPOULOS et al. (2015) e
por VALADEZ-MOCTEZUMA, et. al (2015);

VALADEZ-MOCTEZUMA et al., (2015) pesquisaram a diversidade genética de
cultivares de Opuntia usando analise de PCR-RFLP com base no gene fruitfull. Enquanto as
relacbes filogeneticas de 15 espécies de Opuntia do sul da América do Sul (Argentina,
Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai), foram analisadas por REALINI et al., (2015) usando o
marcador ISSR.

Os marcadores moleculares também tiveram seu uso no Isolamento e caracterizagdo
molecular de bactérias endofiticas associadas a palma forrageira (Opuntia spp.) por SILVA et
al. (2013); na variabilidade genética de Dactylopius opuntiae (Hemiptera, Dactylopiidae) em
palma forrageira no nordeste do Brasil (SILVA et al., 2013); no padrdo de distribuicdo
espacial de uma espécie clonal (ANGELES et al., 2011); na diversidade genética em clones
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de cacto usando marcadores ISSR (SOUTO-ALVES et al., 2009); e ainda na caracterizacdo
de Opuntia spp. por meio de sementes com marcadores RAPD e ISSR e sua possivel
utilizacdo para diferenciacdo (LUNA-PAEZ et al., 2007).

Porém, ainda h&a um déficit de informagdes sobre os cactos, principalmente estudos
envolvendo a diversidade genética de populacdes naturais que poderiam posteriormente
fornecer subsidios para melhoramento genético, programas conservacionistas e formacéo de
bancos de germoplasma. Nesse contexto, estudos com diversidade genética podem elucidar
eventos ao longo da vida. Historia e caracteristicas ecolégicas que podem ajudar a identificar
grupos de populagbes vulneraveis aos fatores responsaveis pela erosdo da diversidade
genética (BARBOSA et al., 2020).

Polymerase Chain Reaction - PCR (Rea¢éo em cadeia da polimerase)

Thomas D. Brock e Hudson Freeze do Departamento de Microbiologia da
Universidade de Indiana, na cidade de Bloomington, descreveram o 6rgdo de bactérias
termofilicas bactéria que resiste a variacdes extremas de temperatura e por esse motivo passou
a ser utilizada na reacdo de PCR, dando-lhe 0 nome de Thermus aquaticus gen. n. e sp. n.
(BROCK; FREEZE, 1969).

Anteriormente, Korneberg e colaboradores em 1958 descreveram a acdo das enzimas
DNA Polimerase (LEHMAN et al., 1958), posteriormente a PCR foi proposta por KLEPPE,
et al. (1971), embora ndo tenha feito sua aplicabilidade. Todo esse conhecimento serviu de
base para que Kary Mullis em 1993 ganhasse o prémio Nobel, se tornando o grande precursor
desse processo que chamou de reacdo em cadeia da polimerase ou (inevitavelmente) PCR.
“Varias modalidades foram concebidas que permitem ndo apenas extrair uma sequéncia
especifica de um modelo complexo e amplifica-la, mas também para aumentar a
especificidade inerente deste processo usando conjuntos de primers aninhados ou para anexar
informagdes de sequéncia a um ou ambas as extremidades da sequéncia conforme ela esta
sendo amplificada, ou para construir uma sequéncia inteiramente a partir de fragmentos
sintéticos” (MULLIS, et al., 1986).

A PCR tem de forma surpreendente, transformado a maneira como se faz
biologia. Tornou-se parte integrante do laboratorio de DNA, pois nesse processo, as

sequéncias do DNA podem ser amplificadas, utilizando-se primers complementares aquelas
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localizadas em locais especificos do genoma, ocorrendo a extensdo do fragmento de DNA a
partir dos primers, pela acdo de uma DNA polimerase termoestavel, a Taq (Thermus
aquaticos) DNA polimerase, sob as variacdes de temperatura programadas (MULLIS, et al.,
1994).
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade genética entre e dentro espécies de Opuntias do banco ativo de
germoplasma do INSA, com base em marcador molecular ISSR, e indicar potenciais genitores
para o programa de hibridacéo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Sugerir um protocolo extracdo de DNA para reacdo de PCR de Opuntia spp.;
2) Selecionar primers ISSR mais informativos para estudos genéticos em Opuntia spp.;

3) Estimar a variabilidade genética entre e dentro de espécies de Opuntia spp. do BAG
INSA, utilizando marcador ISSR;

4) Apontar possiveis falhas de identificacdo fenotipica, com base em andlise molecular;

5) Selecionar potenciais genitores entre e dentro das espécies, resistentes a cochonilha-
do-carmim para o programa de melhoramento de Opuntia spp.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Foram coletadas raizes de 47 gen6tipos do género Opuntia, pertencentes a 4 espécies
que apresentam fendtipos com resisténcia a cochonilha. Apoés testes de extracdo de DNA e
reacOes em PCR, foi observado que 25 desses acessos, 0s quais estdo ordenados por espécie
(Tabela 1), amplificaram bandas visiveis para a analise molecular realizada no laboratoério de

biologia molecular do Instituto Nacional do Semiarido (INSA).
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Tabela 1. Acessos, nome vulgar, origem e espécies de Opuntia spp., analisados neste estudo

conservados ex-situ e pertencentes ao BAG do INSA.

Acesso Nome Vulgar Origem Espécie
08 Polotitlan - V09 Nopalera UACH, Chapingo, México O. atropes Rose
10 Negro Michoacan Uruapan, Michoacan, México O. atropes Rose
- Vo7
13 Negro Michoacan  Nopalera UACH, Chapingo, México O. atropes Rose
- FO7
14 Blanco San Pedro - San Pedro de los Naranjos, O. atropes Rose
V19 Guanajuato, Meéxico
32 Blanco michoacan  Nopalera UACH, Chapingo, México O. atropes Rose
- F08
76 Instituto Nacional do Semiarido O. atropes Rose
85 Blanco_\;ilglerrllla Valtierrilla, Guanajuato, México O. atropes Rose
37 Tamazushale - Nopalera UACH, Chapingo, México  O. cochenillifera (L.) Salm
V12 Dyck subgénero Nopalea
42 Palmepa PB1 EMEPA, Lagoa Seca, Paraiba, Brasil ~ O. cochenillifera (L.) Salm
Dyck subgénero Nopalea
51 G3. IPA-100419 -  IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil O. cochenillifera (L.) Salm
Clone 12 (F21) Dyck subgénero Nopalea
59 G11. IPA-200205 - IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil 0. cochenillifera (L.) Salm
IPA Sertania Dyck subgénero Nopalea
63 G15. IPA-100423 -  IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil 0. cochenillifera (L.) Salm
Clone 23 (Selecéo Dyck subgénero Nopalea
de cruzamento)
64 G17. IPA-100425 -  IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil ~ O. cochenillifera (L.) Salm
Clone 25 (Selecéo Dyck subgénero Nopalea
telado)
65 G18. IPA-100426 -  IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil ~ O. cochenillifera (L.) Salm
Clone 26 (Selecéo Dyck subgénero Nopalea
telado)
66 G19. IPA-100427 -  IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil 0. cochenillifera (L.) Salm
Clone 27 (Selecgdo Dyck subgénero Nopalea
telado)
46 Tapon pelon - T81  Campo Narro, Matehuala, San Luis O. robusta Wendl.
Potosi, México
62 G14. IPA-200149 -  IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil O. robusta var. larreyi
V19 (F.A.C. Weber) Bravo
12 Blanco San Pedro - San Pedro, Guanajuato, México O. stricta Haw
F24
15 Oreja de elefante -  Nopalera UACH, Chapingo, México O. stricta Haw
V17
35 Oreja de elefante - José Montero Guardados de Arriba, O. stricta Haw
F16 Miguel Aleman, Tamaulipas, México
44 Palmepa PB3 EMEPA, Lagoa Seca, Paraiba, Brasil O. stricta Haw
75 Orelha de Elefante Instituto Nacional do Semiérido O. stricta Haw
Mexicana
43 Palmepa PB2 EMEPA, Lagoa Seca, Paraiba, Brasil O. undulata Griffiths
57 G9. IPA-100431 -  IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil O. undulata Griffiths
Clone 9 OEA
82 Xoconostle - T34 La Tinaja, San Diego de la Union, O. joconostle A. Web.

Guanajuato, México
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Coleta e preparo do material vegetal

Dos 25 acessos, previamente selecionados, foram retirados cladddios das plantas e apds
periodo de “cura” de 15 dias, foram plantados em bandejas de polietileno (H = 5,0 cm, @ =
22,16 cm, V = 10 L), e mantidos em telado sombreado com bloqueio de 60% de
luminosidade (Figura 2A). Apo6s 25 dias do transplantio as raizes foram coletadas e postas em
Eppendorf de 2,0 mL (Figura 2B).

Figura 2. Acessos de palma forrageira (Opuntia ssp.) cultivadas em bandejas de
polipropileno sob telado com sombreamento de 60%. (A) Os 25 acessos usados neste
estudo. (B) Coleta das raizes com auxilio de pinca e acondicionadas em tubos
Eppendorf de 2,0 mL.

No laboratdrio, as raizes foram lavadas, secas em papel toalha, acondicionadas em sacos
de papel pardo e acondicionadas em dessecador com silica gel por 48 horas, para
desidratacdo. Posteriormente, as raizes foram colocadas em tubos Eppendorf de 2 mL, junto
com 3 “beads” de ceramica, para maceragdo das mesmas no equipamento Bead Ruptor, em

seguida, 2g desse macerado foi transferido para novos tubos Eppendorf de 2 ml.

Extracéo de DNA
Foram avaliados dois métodos de extracdo de DNA de palma forrageira. No método |,

usou-se o Kit DNeasy Plant Mini® (Qiagen), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
No método Il, empregou-se a metodologia tradicional CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987).
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Meétodo |

No método | foi utilizado o Kit DNeasy Plant Mini® (Qiagen), conforme indicagdes do
fabricante: no Eppendorf com 200 mg do macerado de raiz, foi adicionado 400 ¢ | de tampé&o
AP1 + 4 p L RNAse A, o qual foi homogeneizado e colocado em banho Maria por 10
minutos a 65°C, depois, o tubo foi agitado por inversdo 3 vezes; foi acrescentado 130 u | de
tampdo P3, misturado e incubado por 5 minutos no gelo; centrifugado a 14.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi coletado e aplicada na coluna QIAshredder Mini spine (cor lilas)
e centrifugou-se a 14.000 rpm por 2 minutos. Transferiu-se o filtrado para novo tubo e
adicionou-se 600 u L de tampdo AW1 e misturou-se com a pipeta. Foi transferido 650 u | da
amostra para coluna DNeasy Mini Spin (branca) a 8.000 rpm por 1 minuto. Foi descartado o
filtrado. Essa operacdo foi repetida com o remanescente da amostra. A coluna DNeasy Mini
Spin foi colocada em novo tubo de coleta de 2 mL. Foi adicionado 500 u¢ | AW?2 e
centrifugado por 1 minuto a 8000 rpm e descartado o filtrado. Adicionou-se 500 u L de
tampdo AW?2 e centrifugado por 2 minutos a 14.000 rpm para secar a membrana. A coluna
DNeasy Mini Spin foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml e adicionou-se 100 y¢ L de
tampéo AE e esperou-se 5 minutos, depois, centrifugou-se por 1 minuto a 8000 rpm e a etapa

anterior foi repetida. Por fim, 0 DNA foi suspenso em 200 u | de tampé&o AE.

Meétodo 11

No Método Il foi usada a metodologia proposta por Doyle e Doyle (1987): apds a
maceracao no bead ruptor foi transferido o macerado para eppendorfs e adicionado 700 . L de
tampéo de extracdo CTAB 2X pré-aquecido a 65°C, incubado as amostras em banho maria a
65°C por 40 min., agitando a cada 10 min, retirado do banho maria quando chegourn a TA e

adicionar 600 x L de CIA e misturado por 5 min. Entdo, foi centrifugado a 14000 x g por 10
min, transferida a fase aquosa para novo eppendorf, acrescentado novamente 600 . L de CIA
e centrifugado novamente, coletada a fase aquosa para novo eppendorf e adicionado
isopropanol gelado na proporcéo de 1:1 e resfriado a -20°C por um periodo de 30min. a 1h,
guando necessario, neste passo, foi possivel guardar por até 24h a -20°C. Entdo foi
centrifugado novamente por 5 mim. a 8000 x g, descartado o alcool e adicionado 800 x L de

etanol 70% e agitado por 2 min. Depois, centrifugado por 2 mim. a 6000 x g (lavando 2X).
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Colocado em camara de fluxo para secar o alcool do DNA, dai foi ressuspendido em tampé&o
TE + RNAse (de 30 a 40 u L dependendo do tamanho do pellet). Colocado em banho maria

por 30 min. a 37°C, e por fim, foi estocado a -20°C.

Qualidade e quantificacdo de DNA

Para estimar a qualidade e quantidade do DNA, o material foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando como tampéo TBE 1X (tris, acido borico e
EDTA) a 120 Volts por 30 minutos.

As aliquotas de 1pL de cada amostra de DNA, foram adicionados 4l de tampao de
corrida (loading buffer) e 2uL. de Sybr Gold, as quais foram aplicadas nos pocos de gel e a
concentracdo das amostras foram estimadas, comparando-se visualmente pela intensidade da
fluorescéncia das bandas de DNA com um padréo conhecido, InvitrogenTM 1 Kb Plus DNA

Ladder, e fotografadas sob luz UV em fotodocumentador L. Pix (Loccus Biotecnologia).

Oligonucleotideos iniciadores (primers).

Foram avaliados 49 oligonucleotideos iniciadores ISSR, cuja denominacao e sequéncias
5’ - 3” encontram-se na Tabela 2, destes somente 13 amplificaram bandas visiveis em gel de

agarose.
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores ISSR (Inter Single Sequence Repeats) e suas
respectivas sequéncias, usados neste estudo.

Indicador Sequéncia (5’ - 3’)
UBC801 ATATATATATATATATT
UBC802 ATATATATATATATATG
UBC807 AGAGAGAGAGAGAGAGT
UBC808 AGAGAGAGAGAGAGAGC
UBC809 AGAGAGAGAGAGAGAGG
UBCS810 GAGAGAGAGAGAGAGAT
UBC811 GAGAGAGAGAGAGAGAC
UBC813 CTCTCTCTCTCTCTCTT
uUBC817 CACACACACACACACAA
UBCB818 CACACACACACACACAG
UBC819 GTGTGTGTGTGTGTGTA
UBC821 GTGTGTGTGTGTGTGTT
UBC822 TCTCTCTCTCTCTCTCA
uUBC824 TCTCTCTCTCTCTCTCG
UBC825 ACACACACACACACACT
UBC826 ACACACACACACACACC
UBC827 ACACACACACACACACG
UBC829 TGTGTGTGTGTGTGTGC
UBC830 TGTGTGTGTGTGTGTGG
UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
UBCB835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC
UBC838 TATATATATATATATARC
UBC840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
UBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC
UBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG
UBC843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA
UBC844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC
UBC845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG
UBC851 GTGTGTGTGTGTGTGTYG
UBC853 TCTCTCTCTCTTCTCRT
UBC854 TCTCTCTCTCTCTCTCRG
UBCB855 ACACACACACACACACYT
UBC857 ACACACACACACACACYG
UBCB858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT
UBCB859 TGTGTGTGTGTGTGTGRC
UBC860 TGTGTGTGTGTGTGTGRA
UBC862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC
UBC868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA
UBC869 GTTGTTGTTGTTGTTGTT
UBC870 TGCTGCTGCTGCTGCTGC
UBC873 GACAGACAGACAGACA
UBC874 CCCTCCCTCCCTCCCT
UBC876 GATAGATAGACAGACA
UBC879 CTTCACTTCACTTCA
UBCB880 GGAGAGGAGAGGAGA
UBCB881 GGGTGGGGTGGGGTG
UBC883 BVBTATATATATATATA
UBC884 HBHAGAGAGAGAGAGAG
UBC887 DVDTCTCTCTCTCTCTC

*Y=CouT.
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Reacdes de ISSR-PCR

As reacdes de amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em um
volume final de 25 uL, composto de 24,3 uL de Mix (agua Mili-Q 15,5 pl + Tampéo de
reagdo 2,5 pl + MgCl2 4,0 pl + dNTPs 1,0 pl + #direto 1,0 pl + Taq polimerase 0,3 pl ) e 0,7
uL de DNA genoémico da amostra. O ciclo de amplificacdo foi realizado em um
termociclador, conforme Mergulhdo et al. (2012), com as seguintes temperaturas: 5 minutos a
95°C, seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 95°C (desnaturacdo do DNA); 35 segundos a
50°C (pareamento do primer ao DNA molde) e 50 segundos a 72°C (extenséo dos primers),
seguidos de 7 minutos a 72°C (extenséo final dos fragmentos) e ultimo ciclo a 4°C por 10
min.

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de agarose a 3,0% em
tampdo TBE 1X (tris, &cido borico e EDTA) em corrente elétrica de 120 V, por
aproximadamente duas horas, corados com Sybr Gold e fotografados usando um sistema de
imagem Gel Logic 112Pro (Carestream). Os pesos moleculares dos produtos foram estimados
usando um DNA padrao de 100 pb (InvitrogenTM 1 Kb Plus DNA Ladder).

Analise de diversidade genética

A partir dos dados obtidos das rea¢des de PCR com marcadores ISSR, foi construida
uma matriz binaria de 0 (zero) e 1 (um), fundamenta na leitura das bandas no gel, onde (0)
indica auséncia e (1) a presenca da banda. Neste trabalho considerou-se loco polimorfico
aquele em que a frequéncia do alelo mais comum foi igual 0,95 (NEI, 1976). A partir desta
matriz binaria foram estimadas as distancias entre pares de individuos, gerando a matriz de
dissimilaridade genéticas entre 25 acessos de Opuntia spp, com base no indice de
dissimilaridade de JACCARD (1912), dada pela seguinte formula:

di = 1 - Sjonde,

a
S= ———,
I (a+b+0)

em que,
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a, presenca da banda nos dois individuos, i € j.

b, presenca da banda no individuo i e auséncia no individuo j.

¢, auséncia da banda no individuo i e presenca no individuo j.

As estimativas da matriz de dissimilaridade foram obtidas usando a fungéo distance ()
do pacote Ecodist na linguagem R (GOSLEE, 2010).

Os agrupamentos hierarquicos a partir da matriz de distancias genéticas foram obtido
pelos método de WARD (1963), que se baseia na analise de variancia, utilizando as somas de
quadrados (SQ) dentre e entre grupos. Tanto a andlise de cluster quanto os graficos gerados
foram realizados usando-se o pacote factoextra na linguage R (KASSAMBARA, 2017)

Para a definicdo do numero de grupos, o corte do dendrograma foi realizado adotando-
se o critério proposto por MOJENA (1977), que se baseia no tamanho relativo dos niveis de
fusdo (distancias) no dendrograma, tendo por finalidade determinar o nimero de grupos que
otimize a qualidade do ajuste do agrupamento aos dados. A analise de bootstrap foi realizada
para verificar e dar suporte estatistico aos nos internos dos dendrogramas e utilizou-se o
pacote shipunov na linguagem R.

A validacdo dos agrupamentos foi determinada por meio do célculo do coeficiente de
correlacdo cofenético (SOKAL E ROHLF, 1962), que é fundamentado na semelhanca entre a
matriz de distancias obtidas pelas medidas de parecenca e a matriz de distancias originais, e
sua significancia foi testada pelo teste de t de student a 5% de probabilidade.

A partir da matriz de dissimilaridade gerada pelo indice de similaridade de JACCARD
(1912), os genotipos foram alocados em diferentes grupos obedecendo os critérios

estabelecidos pelo método de otimizacdo de Tocher (RAO, 1952), como segue:

Distancia media intragrupo

noyn
d = EE—;-'—:} ir i

t nin-1y '

em que n, representa 0 nimero de acessos dentro do grupo i.
Distancia media intergrupo

My iz ..
5 _ E":'_E"-':'_ djjr
! n,n, !

onde n1 e nz, s80 0s nUmeros de acessos dentro dos grupos i e i’, respectivamente.
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O coeficiente de correlacdo cofenética foi para o agrupamento de Tocher foi estimado
conforme sugerido por SILVA et al., (2013) usando a funcéo coph. tocher do pacote biotools
da linguagem R (SILVA, 2021).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados 25 acessos de Opuntia spp, pertencentes a seis espécies,
assim distribuidas: O. atropes (OA, seis acessos), O. stricta (OS, cinco acessos), O. undulata
(OU, dois acessos), O. cochenillifera (OC, oito acessos), O. robusta (OR, dois acessos) e O.
joconostle (OJ, um acesso) (Figura 3). Esses acessos foram selecionados por apresentarem
resisténcia a cochonilha do carmim e terem boas caracteristicas forrageiras e bromatoldgicas e
pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do INSA (Instituto Nacional do Semi
Arido), pois de acordo com os estudos feitos por COSTA et al. (2016), os dados morfoldgicos e

moleculares determinam de forma eficiente a diversidade genética entre genitores.

Flgura 3 Acessos de Opuntla spp. ut|I|zados na anallse molecular com'marcador ISSR 0.
atropes (a, b, d, e, g, w, y); O. stricta (c, f, h, I, v); O. undulata (k, 0); O. cochenilifera
(@i, J, n, p, 1, t, u); O. robusta (m, g) e O. joconostle (x).
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Todos os 25 acessos tiveram seus DNAs extraidos e purificados por dois métodos
diferentes. O método I, Kit da Qiagen de purificacio do DNA total de tecido de planta
protocolo mini, mostrou-se mais eficiente do que o método Il (Doyle e Doyle, 1987)(Figura
4). Mesmo o DNA de raizes de Opuntia spp., apresentam altas quantidades de polissacarideos
e mucilagem, dificultando sua extracdo. O Qiagen DNeasy Plant Mini Kit, contém sais
altamente caotrépicos que permitem eliminar das amostras toda a mucilagem e
polissacarideos, resultando em amostras de DNA de boa qualidade e em quantidade acima de
200ng.

CTAB QIAGEN CTAB QIAGEN CTAB QIAGEN CTAB QIAGEN CTAB QIAGEN CTAB QIAGEN CTAB QIAGEN

-

f I

Figura 4. Perfil eletroforético de agarose a 3% comparando os métodos | e Il de extracdo e
purificacdo de DNA. O método | (Qiagen mini) produziu maior nimero de bandas e
mais nitidas. As setas indicam falhas na amplificacdo parcial ou total de algumas
bandas do método II.

O método de extracdo de DNA através do Qiagen DNeasy Plant Mini Kit também se
mostrou eficiente quando utilizado por ABOUSEADAA et al., (2020), ao analisar espécies de
cactaceas dos géneros Mammilaria e Notocactus, corroborando com 0s nossos resultados.
VIANNA et al. (2019) também conseguiu bons resultados ao utilizar o kit Qiagen ao estudar
marcadores ISSR e SSR para determinar relacfes genéticas entre trés espécies selvagens de
Passiflora; BORGES et al., (2018) também usou esse kit quando pesquisou a diversidade
genética em banco de germoplasma de cajui (Anacardium spp.) Determinada por marcadores
ISSR e ainda por MORAES et al. (2014) ao trabalhar com marcadores microssatélites
polimorficos para o cacto raro e ameacado de extingdo Uebelmannia pectinifera (Cactaceae) e

suas espécies congenéricas.
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Dos 49 oligonucletideos iniciadores ISSR utilizados neste estudo (Tabela 2), apenas
13 amplificaram bandas. A partir desses 13 primers ISSR foi possivel amplificar um total de
1.091 bandas, distribuidas em 139 locos, dos quais, 125 s&o polimorficos e 14 monomorficos,
0 que representa 89,92% de polimorfismo, o maior nimero de bandas amplificadas por primer
foi de 20 (dados ndo mostrados) e os primers em que apresentaram 100% de locos
polimorficos foram 810, 834 e 842 (Tabela 3).

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores ISSR (primers), sequéncia 5' - 3', nUmero total de
bandas amplificadas (NTA), niamero de locos polimdrficos (NLP), nimero de locos
monomorficos (NLM), porcentagem de locos polimorficos (PCP), e tamanho dos
fragmentos amplificados (TFA) entre 25 acessos de palma forrageira (Opuntia spp.)
do BAG do INSA, Campina Grande (PB).

Primers Sequéncia 5°- 3’ NTA NLP NLM PCP TFA
(%)

UBCB807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 81 10 2 83,33 300-1500
UBCB808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 50 8 1 88,89 400-2000
UBCB809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 82 13 2 86,67 200-1000
UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 164 16 0 100,00 100-1500
UBCS811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 95 9 1 90,00 300-1000
UBC818 CACACACACACACACAG 16 3 1 75,00 300-1500
UBC825 ACACACACACACACACT 57 4 1 80,00 300-900
uBC827 ACACACACACACACACG 139 16 1 94,11 200-1500
UBCB834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 125 10 0 100,00 200-2000
UBCB840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 44 8 2 80,00 200-900
UBCB841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 72 11 1 91,67 100-2000
UBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 89 9 0 100,00 200-800
UBCB868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 77 8 2 80,00 300-1500
Total 1091 125 14 89,92 -
*Y=CouT.

Estes resultados evidenciam que ha diversidade genética entre e dentro das espécies
analisadas, aqui representadas pelos 25 acessos de Opuntia spp.

Em diversas culturas os marcadores ISSR se mostraram eficazes para acessar a
diversidade genética, usados sozinhos ou em conjunto a outros tipos de marcadores
moleculares. SINGH et al. (2021) reportaram que o0s utilizaram além dos marcadores PCR —
RFLP e RAPD, o marcador ISSR para caracterizar o pool de genes de banana (Musa spp.)
Em Manipur (N.E. india); SARIDAS et al. (2021) também usaram marcadores ISSR para
analisar a diversidade genética de oito hibridos de morango proeminentes e seus pais. Outros
autores também relataram a eficiéncia do uso dos marcadores ISSR em acessar a diversidade
genética em Baru (GARCIA et al., 2020) e Cereus sp. (DAMAZIO DOMINGUES et al.,
2017).
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A caracterizacdo molecular de Opuntia representa mais uma ferramenta para acessar a
diversidade genética existente entre os acessos de palma forrageira do banco ativo de
germoplasma (BAG) do INSA, e serve de apoio a taxonomia adequada e, principalmente,
auxilia na escolha de possiveis progenitores em programa de melhoramento (VALADEZ-
MOCTEZUMA et al., 2015).

Estudos recentes de caracterizacdo de plantas de diferentes espécies usando marcador
ISSR variam em namero e polimorfismo de seus marcadores. Neste sentido, LUCIANA et al.
(2017) ao realizar uma selecdo de primers ISSR em Melocactus conoideus Buin. & Bred.
(cactaceae), analisou um total de 23 primers, destes, 15 (65,2%) apresentaram marcas nitidas
e possibilitaram a realizacdo da analise de polimorfismo, para estes iniciadores, foi observado
118 marcadores no total, com média de 7,87 marcadores por primer.

BARBOSA et al. (2020), também avaliou a variabilidade genética em populacdes de
Pilosocereus catingicola (Gilrke) Byles & amp; Rowley subsp. salvadorensis (Werderm.)
Zappi (Cactaceae) usando marcador RAPD, dos cinco primers utilizados, foi possivel gerar
um total de 1.492 fragmentos. 82,4% dos fragmentos gerados eram polimorficos e 10,6%
monomorficos, dessa forma consideraram alto o nivel de polimorfismo encontrado nesta
espécie, mostrando que ha diversidade genética entre os 40 individuos estudados. Os 13
primers selecionados neste estudo apresentaram eficiéncia em produzir bandas nitidas e
intensas (Figura 5) e podem ser considerados altamente polimorficos (89,92%), quando
comparados aos resultados obtidos por AMARAL et al. (2020), ao analisar a diversidade
genética da cactacea Tacinga, usando 15 marcadores ISSR, obtiveram uma taxa de apenas
7,87% de polimorfismo e GANOPOULOS et al. (2015) no seu trabalho com 22 acessos de
Opuntia ficus-indica, usando 6 marcadores ISSR reportaram uma taxa média de 50,5% de

polimorfismo.
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63 64 65 G 75 B2

Figura 5. Perfil eletroforético em gel de agarose de 19 acessos de palma forrageira (Opuntia
spp.) gerados com o oligonucleotideo iniciador ISSR UBC810. M, marcador de peso
molecular ladder 100 bp.

Como os marcadores ISSR sdo primers universais, amplificam genomas aleatoriamente
(KUSUMADEWI et al., 2010) portanto, podem ou néo se anelar ao DNA gendmico se sitio de
pareamento entre eles assim, os outros 36 primers falharam em amplificar bandas,
possivelmente devido a falta de anelamento dos primers aos sitios ISSR no DNA gendmico
dos acessos de Opuntia spp. avaliados (Figura 6).

M 10 12 13 15 32 35 37 43 44 51 57 59 62 63 64 65 66 75 82
A A A S R e S e S

Figura 6. Perfil eletroforético de 19 acessos de Opuntia spp. em gel de agarose usando o
primer ISSR UBC838. N&do houve amplificagdo de nenhum loco. M, marcador de 1Kb
ladder.
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Na matriz de dissimilaridade genética obtida por meio do indice de similaridade de
JACCARD (1912) (Figura 7), observa-se que quanto maiores os circulos e o vermelho mais
intenso, indica maior dissimilaridade entre 0s acessos, ou seja, divergéncia genética entre os
acessos. De acordo com POERBA; MARTANTI (2008), a influéncia da recombinacédo
genética ocasiona o fato de que quanto menor o coeficiente de similaridade, mais iguais séo
os individuos e quanto maior mais dissimilares sao eles (WIJAYANTO et al., 2013).

A distdncia genética entre pares de acessos variou de 0,32 a 1,00 com uma média de
0,637. A menor distancia entre pares de acessos (0,321) foi registrada entre os 75 x 82, 0s
quais pertencem a espécies diferentes, O. stricta e O. joconostle, respectivamente.
Possivelmente, este resultado inesperado seja devido a erro de identificacdo desses acessos no
banco de germoplasma do INSA. Segundo Alves (comunicacdo pessoal), ao estudar os
acessos 75 e 82, constatou atraves de andlise citogenética que ambos sdo possivelmente, da
espécie O. stricta, sdo plantas tetraploides apresentando 2n = 2x = 44 cromossomos, com um
2C DNA de 3,35pg, corroborando os dados obtidos neste trabalho.

A menor distancia entre acessos da mesma espécie (0,324), foi registrado entre os
acessos 51 x 59 da espécie O. cochenillifera.

A matriz de dissimilaridade também revelou que ha variabilidade genética entre os
acessos de mesma espécie, por exemplo, entre 0s acessos 13 x 14, 75 x 76 e 76 x 85 da
espécie O. atropes, com indice de divergéncia 1,0. Do mesmo modo, dentro da espécie O.
cochenillifera, acessos 37 x 42, o que torna esses acessos 0s mais indicados para o0 programa
de melhoramento de Opuntia dentre espécies. Essa diversidade dentro das espécies €
interessante para realizar cruzamentos entre individuos mais divergentes e ampliar a
variabilidade genética existente para praticar selecido em populacdes segregantes (BOREM et
al., 2017).

A diversidade genética também foi alta, por exemplo, entre os acessos 37 x 14 e 37 X
76 das espécies O. cochenilifera x O. atropes, respectivamente, a dissimilaridade foi igual a
1,0 e por apresentarem mesmo nivel de ploidia (2n = 2x = 22 cromossomos, de acordo com
Alves (comunicacdo pessoal), por isso, estas espécies apresentam-se como potenciais
genitores para o programa de melhoramento de Opuntia entre espécies. Embora essa relagcdo
também seja verdadeira para 0s acessos 42 x 44 e 42 x 75, das espécies O. cochenilifera x O.

stricta, cuja dissimilaridade também foi extrema, igual a 1, mesmo a divergéncia sendo alta,
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as vezes ndo € possivel a realizacdo de cruzamentos em funcdo do nivel de ploidia. O.
cochenilifera é diploide (2n = 2x = 22 cromossomos) enquanto O. stricta é sabidamente
tetraploide (2n = 4x = 44), contetido de 2C DNA de 3,35 pg (Alves, comunicacao pessoal). A
diversidade genética que aponta a quantidade de variacdo ¢ uma informacdo valiosa para

apoiar os esforcos de conservacdo e reproducdo (IHWAN et al., 2019).
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O. stricta 35

O. cochenilifera 51
0. atropes 76

O. stricta 75
Q. cochenilifera 64 1
O. undulata 57

O. atropes 8

0. atropes 14

Corr

Q. atropes 13
O. robusta 621
0. atropes 10
O. cochenilifera 65
O. sfricta 15
O. undulata 43
O. stricta 121
O. robusta 46
O. stricta 44
0. cochenilifera 59

O. jonocostle 82
0. cochenilifera 63

0. cochenilifera 42

BREBBBR@or BB
0. cochenilifera 371__!" Qw...@’ uQ@h.“mo« @.m. ose 082

W @ %’Lb‘*wb@'@&b\"@'\Qébx’b\"‘ ?’é@«@«@h\ré’%"@@

..\v\\e@ @ o"’Q& e}fb@ 00 ‘\()? (} > OQ 0)\5 OQQ:" 6.5\ 3}@@ \e‘(l\ oQ \@@ \g}’b& & :{b
> & q}‘ 2 Qo z° > Q . & é‘ e°
L8000, C 8 Tol S o7 F o
(pé\co(: \ (90 (o} O (Pé\ O (o] O 0 (P O(P (o} O&é\
o0 o o o o o

Figura 7. Matriz de dissimilaridade entre 25 acessos d’e Opuntia spp. do Banco Ativo de
Germoplasma do Instituto Nacional do Semi Arido (INSA), obtida por meio da
distancia genética de Jaccard (1912).

A alta variabilidade genética entre e dentro das espécies dos 25 acessos avaliados
também esta representada no dendrograma, o qual foi construido a partir dos dados da matriz
de dissimilaridade, usando o método proposto por WARD (1963). Os 25 acessos de Opuntia
spp. foram arranjados em clusters de similaridade genética e o ponto de corte estabelecido pelos
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critérios de MOJENA (1977), possibilitou a formagdo de nove clusters. A consisténcia das
bifurcacbes geradas por 1.000 iteracdes “boostrap” variou de 7 a 100% entre os pontos de fusdo
do dendrograma (Figura 8).

O cluster I foi formado pelos acessos 8 e 85, ambos da espécie O. atropes., originarios
do Meéxico, respectivamente das regides de Chapingo e Guanajuato. Os clusters Il e IV, foram
formados por um Unico acesso cada, 0 acesso 46 (O. stricta) oriundo de San Luis Potosi,
México e o0 acesso 44 (O. robusta) da EMEPA de Lagoa Seca — PB, Brasil, enquanto que o
cluster 111, foi formado pelos acessos 42 (O. cochenilifera) sendo da EMEPA de Lagoa Seca —
PB, Brasil, 14 (O. atropes) de San Pedro de los Naranjos, Guanajuato, México e 76 (O. atropes)
que é de origem do INSA.

Os clusteres V (acessos 75 e 82) e VI (acessos 12, 15 e 35), sdo formados por acessos
de O. stricta, sendo que 0s 0 acesso 75 é de origem do INSA, Paraiba, Brasil; 0 82 de La Tinaja,
San Diego de la Uni6n, Guanajuato, México, 0 acesso 12 é de San Pedro, Guanajuato, México;
0 15 de Nopalera UACH, Chapingo, México e o 35 de José Montero Guardados de Arriba,
Miguel Aleméan, Tamaulipas, México. Embora esteja identificado como O. joconostle, 0 acesso
82 é O. stricta, aqui corroborando a hip6tese de erro na identificacdo da espécie durante a
implantacio do BAG. De acordo com BORBA et al. (2005) trabalhando marcadores
moleculares ISSR afirmaram que a ocorréncia de erro na identificacdo das espécies é uma
hipotese a ser considerada.

O grupo VII foi formado por trés acessos de O. atropes (10, 13 e 32) sendo o acesso 10
oriundo de Uruapan, Michoacan, México e os acessos 13 e 32 de Nopalera UACH, Chapingo,
México. Dos sete acessos de O. atropes avaliados neste estudo, trés foram agrupados juntos e 0s
demais acessos, dois estdo formando o grupo | (8 e 85) e outros dois fazem parte do grupo il
(14 e 76), com O. cochenilifera (42). Isso mostra que ha grande diversidade genética dentre os
acessos dessa espécie O. atropes.

O cluster VIII, foi formado por cinco acessos, todos de O. cochenilifera (51, 59, 63, 64 e
65) todos originarios do IPA de Arcoverde, Pernambuco, Brasil. Entretanto, ha outros acessos
de O. cochenilifera participando de outros grupos. Como mencionado acima, 0 acesso 42
(grupo 11) e 0 acesso 37 que tém origem de Nopalera UACH, Chapingo, México e 0 66 do IPA,
Arcoverde, Pernambuco, Brasil, respectivamente, e que estdo no ultimo grupo. Isso mostra a
variabilidade genética dentro da espécie e suas relagfes proximas com as espécies O. atropes e

O. undulata (2n = 2x = 22), e com O. robusta (2n = 4x = 44). Embora, essa ultima seja
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tetraploide, enquanto O. cochenilifera é diploide. Isso mostra que algumas relacdes entre o0s
acessos nao, necessariamente, se influenciam por fatores geogréaficos, pois baseado no trabalho
de USLAN; JANNAH (2020) quando analisou a diversidade genética de cultivares locais de
milho (Zea mays) por marcador SSR, foi observado que algumas populaces apresentaram
estreita relacdo genética, embora os demais ndo formem relacdes proximas, mesmo sendo
originados da mesma populacao.

E, finalmente, o cluster IX, formado por uma miscelénia de acessos de diferentes
espécies, O. cochenilifera (37 e 66), O. robusta (62) oriundas do IPA de Arcoverde,
Pernambuco, Brasil e O. undulata (43 e 57) uma da EMEPA de Lagoa Seca, Paraiba, Brasil e
outra do IPA de Arcoverde, Pernambuco,

A partir da matriz de dissimilaridade também foi realizado o agrupamento dos acessos
utilizando o método de otimizacdo de Tocher (Tabela 4). Os 25 acessos de Opuntia spp.,
formaram nove grupos distintos. Verifica-se que ha certa correspondéncia entre os clusters do
dendrograma e os agrupamentos formados pelo método de Tocher. Por exemplo, tanto pelo
método de Ward quanto de Tocher, os acessos, 44 (O. stricta) e 46 (O. robusta) formaram
grupos isolados, os acessos 8 e 85 (O. atropes), foram agrupados juntos e, 0s acessos 14, 76
(ambos de O. atropes) e 42 (O. cochenilifera) também foram juntos para 0 mesmo grupo, ou
seja, 0 método de otimizacao de Tocher corrobora com a diversidade identificada pelo método
de WARD (1963).

Contudo, o maior grupo observado pelo agrupamento de Tocher foi o grupo I, com 18
acessos de sete espécies diferentes, enquanto pela analise de cluster usando o método de

Ward, esses acessos foram distribuidos em cinco grupos distintos (Figura 8).
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Figura 8. Dendograma construido pelo metodo Ward, com base na distancia de JACCARD
(1912), numa populacédo de 25 acessos de Opuntia spp. a partir de 13 marcadores
ISSR. A consisténcia das bifurcaces gerada por 1.000 iteracdes "bootstrap” . A
linha pontilhada marca o ponto de corte pelo critério de MOJENA (1977).
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Tabela 4. Grupos formados através do agrupamento dos 25 acessos de Opuntia spp. do banco
ativo de germoplasma do INSA feito no pacote Biotools, no software R (SILVA et al., 2017),

com base no método de Tocher (RAO, 1952).

Grupos Espécies ACessos
| (18 acessos) O. stricta 75,35,12e 15

O. jonocostle 82
O. atropes 13, 32 e 10,
O. undulata 43
O. cochenilifera 37,59, 51, 64, 63, 65 e 66
O. robusta 62
0. undulata 57

I O. atropes 14e76
O. cochenilifera 42

11 O. atropes 8e85

1\ O. stricta 44

\Y O. robusta 46

O Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC) para o agrupamento de Tocher foi de

0,884** enquanto que a o Coeficiente de Correlacdo Cofenética obtido na analise de cluster foi

0,95*** evidenciando maior consisténcia no agrupamento hierarquico usando os critérios de

Ward.

Os resultados obtidos nesse estudo reforcam o que afirmou ADRIANSYAH et al.

(2019) e BELARMINO et al. (2017)

sobre como a varia¢do genética pode ser usada como

base para esfor¢os de conservacdo, programas de melhoramento e uso sustentavel de recursos

genéticos.
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CONCLUSOES

1. O material vegetal que mais se adequa a extracdo e purificacdo de DNA em Opuntia
spp. sdo as raizes, em fungdo de os cladodios apresentarem significativa quantidade

de muscilagem;

2. O kit de extracdo e purificagdo de DNA da Qiagen foi mais eficiente do que o método
CTAB, quando se utilizou raizes de Opuntia spp.;

3. Os marcadores moleculares ISSR mostraram-se eficientes na caracterizacdo genética

dos 25 acessos de seis espécies de palma forregeira (Opuntia spp.);

4. Os métodos de andlise de dados, utilizados nesse trabalho, corroboram com a hipotese
de que o acesso 82 (O. joconostle), na verdade é O. stricta, por apresentar alta

similaridade ao nivel molecular;

5. Entre as espécies, 0s acessos 37 X 14 e 37 x 76 das espéecies O. cochenilifera e O.
atropes, respectivamente, sdo 0s mais indicados como potenciais genitores, para o
programa de melhoramento, ja que tém dissimilaridade igual a 1 e tem mesmo nivel

de ploidia, 2n=2x=22; e

6. Dentro das espécies, 0s acessos 13 x 14, 75 x 76 e 76 x 85 da espécie O. atropes, e da
espécie O. cochenillifera, os acessos 37 x 42, com indice de divergéncia 1, sdo 0s

mais indicados como potenciais genitores para o programa de melhoramento.
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